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多药耐药基因 (MDR1)转染小鼠骨髓造血细胞表达及功能研究 
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【摘 要】目的：探索古人多药耐药基因 (MDRI)全长eDNA的逆转录病毒载体转染小鼠骨髓造血细胞转染时问及转染效率 

的关系t方法：采用逆转录病毒上清祛转染小鼠骨髓造血细胞，依据转染时间不同分为2B组及4日组，分 带_PcR祛检测外 

源MDRI基因；免疫组化法检测MDR1基因表达，柔红霉索排出试验检测表达外源基因的功能。结果：Pa 方{盅证实转入的外 

源MDRI基因可整台人小鼠骨髓造血细晦基因组中：免疫组化沽检测转染率最高达33％，转染4日组转染率大于转染2日组转染 

率 (P<0．05) 柔红霉素排出试验证实转入外源基因表达产物可行使正常功能。结论：逆转录病毒上清社可有效转染外源 

IVY)R1基因入骨髓遣血细胞中；表达产物可行使正常生理功能；在转染4天时间内．转染率随转染时问延长而增高． 
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【Abstract】 Objective：Using retrovirus vector to transfer multidrug resistance geBe~MDR1gene1 into 

hematopoietic cells ofmurine bone marrow，and discussing the relation between transduction rate and the time．Met 

hods：Supematant method is used t0 transfer MDR1 gene into hematopoietic cells of mufine bone marrow．PCR 

method is used tO detect the gene integration．Immimohistochemistry0c'3 method is used to measure the 

transduetion rate．DNR extrusion test is used to measure the function of gene product．Results：Gene integr=ion 

was tested by PCRmethod．Thetransduction rateis as high as 33％，andthe rate of4-day groupis higherthan that 

of 2-day group．The product of transferred gene has its physical function．Conclusion：Supematant method is an 

effective way to trans~r MDR1 gene into hematopoietie ceils ofmurine bo marrow．and the product ofMDRI 

gene has its phsiologieal function．The transduction rate elevated following the prolonging ofthe transduction time 

during4 days oftransduetion． 
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恶性肿瘤是严重威胁人类健康的主要疾病之 
一

。 化疗是肿瘤治疗的重要手段，但在临床化疗实 

践中，恶性肿瘤对多种化疗药物的耐药，即多药耐 

药 (MDR)及化疗对正常组织 (如骨髓)的毒副作 

用常限制了化疗剂量的增大，影响化疗疗 ’ 研 

究发现，多药耐药基因 (MDR1)产物P-gp过度表 

达是肿瘤产生MDRI~J最主要原因 造血细胞对化 

疗药物高度敏感．大剂量、长时间化疗常使患者全 

血系下降，甚至因为出血及感染而死亡。这严重限 

制了临床化疗药物剂量的增大，影响临床化疗疗 

效。如果采用分子生物学方法把MDRI基因导入骨 
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主要研完方向：赛体恶性肿瘤基因治疗． 

髓造血细胞，从而增强其化疗耐受作用，可使临床 

化疗药物剂量进一步增大，这无疑会增加肿瘤临床 

化疗疗效。我们意图采用含人MDRI全长序列eDNA 

的逆转录病毒载体转染小鼠骨髓造血细胞，进而检 

测其转染效率及有无功能性表达，从而为这种基因 

疗法应用于临床提供实验依据。 

1 材料与方法 

I】 材料 

逆转录病毒载休包装细胞PA3I7_H帅 Rl，A，由中科院 

天津血研所构建，测量病毒滴度为1．92 x 10'CFL~ I． 

BaI 小鼠购自重庆医科大学动物实验中心。P．gp单克 

隆：~ kJSB'及鼠组织专用sP·免疫组化试剂盒胸自福州迈新生 
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物技术开发公司。rmIL-3(PEPROTECH．INCUK)购于深 

圳晶美公司。EPO、IL一6、DNR、SCF购于北京邦定公司。 

1．2 逆转录病毒上清法转染小鼠骨髓造血细胞 

取逆转录病毒浓缩病毒上清与分离的小鼠骨髓单个核细 

胞共培养进行转染、取1训培养体系，含细胞5 x 1 ，3％ 

GLU 10̈ I，2-[VIE 5 I(I M)，EPO20 1(50U／m1)、 

10a／cBSA 0．1ml，Polybrene 30 I(200 g／m1)、n'nlL．-3 5 I 

(IOQOU／m1)、hlL。6 10¨1(20000U／m1)，rmSCF 5 I 

(10 V-g／rn1)。24孔板36"C，5％c 湿性孵育，隔日半量换 

液。转染按时间分为2日组及4日组。 

I．3 PcR方法检测靶细胞基因插八 

分别取转染组及未转染组小鼠骨髓单个板细胞，提取基 

因组DNA行PcR扩增 引物序列为正义5 CCCATCATTGCA 

ATAGCAGG，反义5'-GTTCAAACTTCTGCTCCTCA扩增产 

物加于8％聚丙烯酰胺垂直电泳，10％演化乙锭显色，紫外灯 

观察。在I 57bp~出现扩增条带为阳性 

1,4 免疫组化法测定转染小鼠骨髓造血细胞转染效率 

收集待检细胞、离心涂片，一20'0丙酮固定10min后、常 

规步骤进行免疫组化检测 结果判定：阳性反应为胞膜或胞 

浆染成棕色。每张涂片计数200个细胞，计算各级附性细胞 

所占百分率 胞膜、胞浆内均无以应者为 (·)，胞膜、胞 

浆内部分浅棕色者为 (+)，胞膜．胞浆内均浅棕色者为 

(++)，胞膜．胞浆内探棕色者为 (+++)，胞膜有深棕色 

颗粒集结，胞浆内深棕色者为 (++十+)。 

1．5 D JR排出试验检测P-鹭p功能 

分别选取未转染组、转染2日组、转染4Ⅱ纽进行柔红霉 

索排出实验。结果刿定：采用FACS Calibur检测仪，每个样 

品收集17Y5千个细胞进行测定。 

2 结 果 

2．1 外积MDR1基因存在于靶细胞基因组中 

根据中科院灭津血研所结果 ， 以载 有MDRI 

基因质粒作为模板，使用特异性MDR]基因引物序 

列可扩增出157bp单核苷酸链。本次实验结果证 

实，转染小鼠骨髓细胞基因组DNA扩增产物为 

marker147—190bp，接近157bp处有特异性扩增条 

带，而未转染组扩增后无此条带 (见图1) 

2．2 MDRI基因转染效率测定 

免疫组化法检测MDR1基因转染效率，结果如 

表1 

转染率计算为： 

对照阳性细胞百分数 

转染组 来转染组 

图1 MDRl基因PCR电泳图 

表I 细胞转染率测定 

I9ObD 

I47bO 

转染天数 X±sd 。 P 

待测细胞 DNR泵出百分率 

未转染细胞 

转染2日组 

转染4日组 

I．5o％ 

8,5％ 

31．5％ 

2．4 MDRI基因产物功能检测 

为了验证转入靶细胞的外源MDRI基因产物P- 

gp是否具有正常功能，分别以未转染细胞、转染2 

日组细胞、转染4日组细胞作为研究对象，行柔红 

霉素排出试验，分设柔红霉素组及来加柔红霉素 

组，行流式细胞仪检测，实验结果如表3。 

细胞DNR阳性率= x 100％ 特异性染 

色细胞％。 

实验组阳性细胞百分数一阴性 3 讨 论 

2．3 不同时间转染效率比较 

统计采用f检验，单侧a=0．05，4日组MDR1 

转染率显著高于2日组MDR1基因转染率。 

人类恶性肿瘤因具有全身性及异质性特征，因 

此，化疗在临床肿瘤治疗中起着重要作用，但肿瘤 

的耐药常导致临床化疗失败 肿瘤的耐药机制较 
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多，其中多药耐药 (MDR1)基因过度表达是引起 

肿瘤耐药的最主要原因。我室在检测儿童实体恶性 

肿瘤MDR1基因表达中，MDRImRNA阳 陛率 为 

84．2％，P·gP阳性率为80％，两者符合率达86．7％。。 

。 MDR1基因在骨髓造血细胞中表达量极{氐I一，导 致 

其对化疗非常敏感，易受化疗药物攻击，导致全血 

细胞下降，这是化疗最严重的毒副作用。骨髓造血 

细胞MDR1基因低表达妨碍了化疗药物剂量的增 

大，影响化疗疗效。把MDR1基因转人骨髓造血细 

胞则可以提高骨髓造血细胞对化疗药物的耐受性。 

国内外研究显示，小鼠骨髓细胞的MDR1基因 

转染率波动在7％一45％之间⋯ ，各学者所用转染 

方式及转染条件并不完全相同，主要分为与包装细 

胞共培养法及病毒上清转染法。本实验采用含 

MDR1基因的逆转录病毒上清转染法转染小鼠骨髓 

造血细胞，避免了包装细胞与转染细胞的混杂，提 

高了转染的安全性，PCR证实转染外源MDR1基因 

可整合人造血细胞基因组中，免疫组化法检测 

MDR1基因最高转染率达33％，较接近国外相同实 

验转染效率，高于国内相同实验，且转染的MDR1 

基因表达产物可行使正常功能，说明本实验所采用 

的病毒上清转染法适用于小鼠骨髓造血细胞转染。 

1998年，Buntingt 采用造血细胞与细胞因子体外共 

培养l2天后回输体内后，引起粒细胞增生紊乱，所 

以我们认为体外转染时间不应过长。本实验结果显 

示转染4日组小鼠骨髓造血细胞转染率高于2日组小 

鼠骨髓细胞转染率，转染效率达到应用水平，测定 

两组转染细胞死亡率无明显差别，说明逆转录病毒 

上清转染法结合半量换液有利于提高MDRI基因转 

染效率，转染4日组小鼠造血细胞更适合体内回 

输。本实验为进一步行MDR1基因疗法动物体内实 

验奠定了实验基础。 

参 考 文 献 

[I]Chaudhary PM．Roninson IB：Expression and aetivity of p- 

glyceprotcin multidrug efflux pump,ln human hcmatopoietic 

stem cells[J]．Cel1．1991；66：85—94 

r2]Hynn SD，Mta'ren JR,Kirby wM et a1．P-glyoopeotcin 

expression and multidmg resistance in adranooortical carcinoma 

哪．surgory，1992；1 12(2)：951—986． 

[3]刘炳仁，．杨纯正，栾风君，等．用逆转录·多聚酶链反应 

检测自血病患者多药耐药基因的表达【J】．中华血液学杂志， 

1995；l6(2)：65-68 

[4]王 珊，金先庆，杨纯正，等．儿童实体恶性肿瘤多药 

耐药基因的表达【J】．中华小儿外科杂志，1997；18(5)：259·261 

[5]Baccerani M，Damiaai D，Michelutti A et a1．Expression ol 

m~tidrug resis劬 cc
,gme(MDRt)in n~mal hema~opoletic cells 

啊．Blood,1993；81(12)：3480-3481 

【6J Sorrentino BP．Brandt SJ，Bodine D，就a1．Seleetion ofdrug- 

re stant bone marrow ce1]s in vivo after rettoviral tr~sfer of 

human MDRI阴．Science，1992；257(3)：99-103 

I7】Kittler EL Peters SO，Crittenden RB，et a1．Cy~klne- 

facilitated transduction leads to low level ~ttgt~ ealt in 

nor=ablated host~；P1．Blood，1997；90(2)：865·872 

【8]Licht T，Aksentijcvich【，Gottesman MM，et a1．Efficient 

expression of fimctional human MDRI gene in routine bone 

m~Lrrow alter retroviral transduction of purified han'Jatopoietlc 

stcra celliIJ]．Binod,1995；86(1)：1 ll·121 

【9】Bunting KD，Galipeau J，To曲artl D，et a1．Transduction 0t 

murine bone marrow cells with an MDRl vector enables cx vivo 
、 

stem cell expansion, but these p日nded grafts ca115~ a 

myeloprolifemtiv~syndrome in transplanted micelJ1．1998；92 

(7)：2269-2279． 

(上接第49页) 

集界面细胞时，尽可能少吸取界下液体，否则，会 

夹杂Kupffer~胞。(5)无菌操作，由于整个分离时间 

较长，容易受细菌污染。因此，整个操作过程中， 

应严格按照无菌操作原则进行。 
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